Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos Contaminados con Benceno y Biodiésel by Manuel Antonio Trelles Velasco
Aplicación de Técnicas
Biológicas en la Remediación
de Suelos Contaminados con
Benceno y Biodiésel
Manuel Antonio Trelles Velasco




Maria Cristina da Costa Vila, Profesora Auxiliar de la Facultad de
Ingeniería
Co-orientador
António José Guerner Dias, Profesor Auxiliar de la Facultad de Ciencias.
Todas as correções determinadas pelo
júri, e só essas, foram efetuadas.
O Presidente do Júri,
Porto, _____ /_____ /_____

iAplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
Agradecimientos
Primero agradezco a Dios y a la Virgen María por haber permitido que todo haya salido
bien y haberme acompañado hasta el final de la realización de mi trabajo de investigación.
A la Dra. Cristina Vila, por haber sido mi orientadora académica, por sus enseñanzas y
haber depositado su confianza en mí en los trabajos de laboratorio.
A la Dra. Manuela Carvalho por haberme enseñado parte de los métodos que usé en la
presente investigación.
A la Magister Mónica Rosas, por haberme apoyado en la realización de la tesis en la fase
de los pre-ensayos experimentales y por sus consejos para un buen desempeño en los
trabajos de laboratorio.
A mi co-orientador António Guerner Dias y a todo el personal de la Facultad de Ciencias y
Facultad de Ingeniería de la Universidad de Oporto que  me apoyó desde el principio hasta
el final de mi investigación.
A la Fundación para la  Ciencia y Tecnología (FCT), por el soporte financiero  a través del
proyecto FCT-PTDC/AAG-TEC/4403/2012 (ISIS).
A mi esposa, hijos y padres, por haberme acompañado a pesar de la distancia y haberme
dado fuerzas para seguir adelante.
Finalmente quiero agradecer al programa Erasmus Mundus, proyecto Babel, ya que
gracias a ellos nada de esto hubiera sido posible.
iiAplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
Resumen
En este trabajo se midió y se comparó la eficiencia de dos técnicas de remediación
biológicas, bioventilación y biorremediación (sin ventilación), en la remediación de dos tipos
de suelos, granito y calcáreo, contaminados con una mezcla de benceno y biodiésel. El
análisis del presente estudio se centró en el contaminante benceno, ya que es considerado
una sustancia de preocupación por los  problemas  de salud que originan en los seres
humanos cuando es inhalado o ingerido fundamentalmente. El estudio se realizó a escala
de laboratorio en el  Departamento de Ingeniería de Minas de la Facultad de Ingeniería de
la Universidad de Oporto.
El consorcio microbiano usado durante los ensayos de bioventilación y biorremediación fue
obtenido  de inóculos  producidos a partir de muestras de suelos contaminados con
hidrocarburos obtenidos en la localidad de Leça da Palmeira en la ciudad de Matosinhos.
La cantidad de microorganismos registrados en los inóculos fue mayor a 1.00E+07
UFC/mL, los cuales fueron suficientes para iniciar los ensayos en los biorreactores.
Los resultados mostraron que existen diferencias en cuanto al tiempo y eficiencia de
remediación entre las dos técnicas empleadas, tanto en suelo granito como en suelo
calcáreo. El tiempo de remediación en los ensayos de bioventilación en los suelos granito
y calcáreo fue en promedio 15,5 y 3.5 días respectivamente y la eficiencia de remediación
final en fase gaseosa y acuosa fue mayor a 99 %. En cuanto a los ensayos de
biorremediación, el tiempo de remediación entre granito y calcáreo fue de 20 y 6 días
respectivamente y la eficiencia final fue mayor a 92%. Estas diferencias se deben a que en
algunos ensayos de biorremediación no se consiguió llegar a los niveles deseados de
concentración del contaminante (benceno) en fase gaseosa (0.5 mg.L-1).
Palabras claves: biodegradación, bioventilación, benceno, biodiésel y suelo.
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Resumo
Neste trabalho, foi medida e comparada a eficiência de duas técnicas de remediação
biológica, bio-ventilação e bio-remediação (sem ventilação), na remediação de dois tipos
de solos, granito e calcário, contaminados com uma mistura de benzeno e biodiesel. A
análise deste estudo incidiu sobre o poluente benzeno, uma vez que é considerado um
motivo de preocupação pelos problemas de saúde que origina nos seres humanos
principalmente quando ingerido ou inalado. O estudo foi realizado à escala de laboratório
no Departamento de Engenharia de Minas da Faculdade de Engenharia da Universidade
do Porto.
O consórcio microbiano usado durante os ensaios de bio-remediação e bio-ventilação foi
obtido de inóculos produzidos a partir de amostras de solo contaminado com
hidrocarbonetos, obtidas em Leça da Palmeira na cidade de Matosinhos. A quantidade de
microorganismos registados nos inoculos foi maior do que 1,00E+07 UFC/mL, os quais
foram suficientes para os ensaios que se seguiram em colunas.
Os resultados mostraram que existem diferenças na eficiência de remediaçao entre as
duas técnicas utilizadas, tanto em solo granitico quanto em solo calcário. O tempo de
remediação nos ensaios de bio-ventilação para os solos granitico e calcário foi em média
15,5 e 3,5 dias, respectivamente, e a eficiência de remediação final calculada com base
nas  fases gasosa e líquida foi maior do que 99%. Quanto aos ensaios de bio-remediação,
o tempo de remediação para o granito e calcário foi de 20 e 6 dias, respectivamente, e a
eficiência final foi superior a 92%. Estas diferenças são explicadas porque em alguns
ensaios de bio-remediação  a concentração do contaminante (benzeno) na fase gasosa
não atingiu aos niveis mínimos previamente estipulados (0,5 mg.L-1).
Palavras chaves: biodegradação, bio-ventilação, benzeno, biodiesel e solo.
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Abstract
In this work it was measured and compared the efficiency of two biological remediation
techniques, bioventing and bioremediation (without ventilation) in the remediation of two
types of soils, granite and limestone, both contaminated with benzene and biodiesel
blended. The analysis in this work focused on the pollutant benzene, as it is considered a
matter of concern for the health problems that originate in humans when ingested or inhaled
mainly. The study was performed at laboratory scale in Mining Engineering Department of
the Engineering Faculty, University of Porto.
The microbial consortium used during bioventing and bioremediation tests was obtained
from inoculum made from samples of soil contaminated with hydrocarbons collected in Leça
da Palmeira Matosinhos. The biomass recorded in the inoculum was greater than 1.00E+07
CFU/mL, which it was enough for the next tests in bioreactors.
The results showed that there are differences in terms of time and efficiency of remediation
between two techniques used in both granite and calcareous soil. The average remediation
time in bioventing test for granite and limestone soils was 15.5 and 3.5 days, respectively
and efficiency of remediation in gas and aqueous phase was higher than 99%. Regarding
bioremediation tests, remediation time for granite and limestone was 20 and 6 days
respectively and the final efficiency was greater than 92%. Differences in time and efficiency
remediation could be explained through the fact that the pre-established benzene
concentration in the gas phase (0.5 mg.L-1) in some bioremediation test wasn’t reached.
Key words: biodegradation, bioventing, benzene, biodiesel and soil.
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Introducción
El benceno y biodiésel son dos sustancias que poseen, en la mayoría de los casos,
diferentes propiedades físicas, químicas y toxicológicas. El benceno es una sustancia
altamente volátil, altamente móvil en el suelo y  se lixivia rápidamente en las aguas
subterráneas. Es un componente principal de la gasolina  y es usado en la fabricación de
algunos tipos de cauchos, lubricantes, detergentes, medicinas y pesticidas [1]. El benceno
es una sustancia de mucha preocupación ya que es considerado cancerígeno, afecta sobre
todo  a las células sanguíneas y a los órganos que producen los elementos de la sangre
[1]. Por el contrario, el biodiésel es una sustancia no volátil y es altamente adsorbido por la
materia orgánica de la  zona vadosa [2]. Aunque su toxicidad está todavía sujeta a
investigación, se ha probado hasta ahora que es menos tóxico que el diésel para los
microorganismos del suelo y tiene una baja toxicidad en mamíferos [2], además se viene
produciendo con más frecuencia ya que reduce significativamente los gases de efecto
invernadero [3]. El biodiésel puede ser producido a partir de aceite vegetal (soja, canola),
microalgas o grasa animal [4].
Por otro lado, los suelos contaminados con hidrocarburos de petróleo pueden ser
remediados mediante técnicas  químicas, físicas o biológicas, siendo estas últimas usadas
por ser rentables y eficientes en la remediación de suelos contaminados con compuestos
orgánicos volátiles halogenados y no halogenados [5],[6]. Por ejemplo la bioventilación
(bioestimulación con aire) es una técnica biológica eficiente en la remediación de benceno,
los microorganismos serán capaces de biodegradarlo hasta convertirlo en agua y dióxido
de carbono [5]. Pero, ¿Qué pasaría en el hipotético caso de un derrame de benceno y
biodiésel en un mismo sitio, debido a  un accidente de transporte? ¿Será la bioventilación
una técnica eficiente o adecuada para remediar el sitio contaminado? ¿Afectará la
presencia de biodiésel en la remediación del benceno, usando la técnica de la
bioventilación?
En el presente trabajo se midió y se comparó la eficiencia en la biodegradación del
contaminante benceno con dos tipos de técnicas biológicas: la bioventilación y la
biorremediación sin ventilación, en dos tipos de suelos: granito y calcáreo, y en presencia
de  biodiésel.
2Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
Los objetivos propuestos en la presente disertación son:
 Medir y comparar la eficiencia de remediación entre las técnicas bioventilación y
biorremediación (sin ventilación) en dos tipos de suelos, granito y calcáreo
contaminados con benceno y biodiésel.
 Evaluar la capacidad que tienen los microorganismos para biodegradar al benceno
en los suelos granito y calcáreo.
 Aislar y cuantificar un consorcio de  microorganismos capaces de biodegradar al
contaminante benceno.
 Evaluar la influencia que tiene el biodiésel sobre la biodegradación del benceno.
En el primer capítulo se presenta el marco teórico, en donde entre otras cosas, se explican
los fundamentos de técnicas de la remediación microbiana, las propiedades físicas del
suelo y la distribución de los contaminantes por fases. En el capítulo dos se mencionan y
describen  los materiales y reactivos usados, así como las metodologías usadas para: la
preparación de los suelos; la obtención de los inóculos y; los ensayos de bioventilación y
biorremediación. En el capítulo tres se presentan los resultados y discusión en base a la
metodología usada  y finalmente en el capítulo cuatro se presentan las conclusiones y
algunas recomendaciones para trabajos futuros.
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Capítulo 1. Marco teórico
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1.1 Fundamentos de técnicas de remediación microbiana
1.1.1 Reacciones de degradación
Los principales microorganismos capaces de degradar contaminantes en suelos y
subsuelos son las bacterias y  hongos. Estos producen catalizadores (enzimas) para
degradar a los compuestos orgánicos, formando dióxido de carbono, agua y sales
minerales. Cuando dicha degradación es completa recibe el nombre de mineralización.
Pero no todo  el carbono es mineralizado, una parte del carbono también es usado para la
producción de la biomasa. Estas enzimas que participan en la degradación, pueden
transformar a los contaminantes en metabolitos (catabolismo) que también pueden ser
mineralizados, a este proceso se le llama transformación. La humificación se da cuando
sustancias fuertemente persistentes son incorporados en la matriz de la sustancia húmica
por medio de reacciones enzimáticas. La humificación ocurre frecuentemente con
metabolitos, los cuales pueden entrar mediante uniones estables en la sustancia orgánica
natural, la sustancia húmica [5], (ver figura 1).
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1.1.2 Degradación aerobia
La descomposición de compuestos orgánicos bajo condiciones aerobias, a menudo ocurre
cuando la bacteria cataliza la descomposición de  estas moléculas y obtiene energía
química en forma de ATP (adenosin trifosfato), el cual es absolutamente necesaria para el
mantenimiento de los microorganismos. El ATP es generado a través de una serie de
reacciones óxido-reducción (cadena transportadora de electrones) donde los electrones
son secuencialmente transferidos desde un compuesto, el donador de electrones, a un
aceptor final. El aceptor final de electrones en la respiración aerobia es el oxígeno. Durante
la respiración aerobia, el oxígeno presente en el ambiente es convertido en agua de esa
forma el contenido de oxígeno disuelto puede disminuir [7].
Un compuesto aromático puede ser considerado degradado si el anillo llega a ser
seccionado (ver figura 2). El  primer paso para la oxidación del benceno es una hidroxilación
catalizada  por una dioxigenasa. La presencia de un grupo sustituyente sobre el anillo del
benceno permite dos mecanismos posibles: atacar las cadenas laterales u oxidar el anillo
aromático. Estos dos mecanismos dan origen a la formación de productos sustitutos
intermedios llamados catecol. Posteriormente estos productos son mineralizados por dos
enzimas: 1,2-dioxigenasa (también llamado orto) o por la enzima catecol 2,3-dioxigenasa
(también llamada meta), entonces el anillo es abierto y degradado [8].
Figura 2- Esquema de la degradación aerobia del benceno [5].
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1.1.3 Factores que afectan la degradación microbiana
Los factores que afectan la degradación microbiana de los contaminantes son
principalmente: la interacción y concentración del contaminante, la temperatura, el pH, el
contenido de agua, la disponibilidad de nutrientes inorgánicos, la falta de biodisponibilidad,
(composición granulométrica y mineralógica del suelo) y el proceso de adaptación
microbiana.
Altas concentraciones de contaminantes podría ejercer un efecto tóxico para los
microorganismos impidiendo su degradación, por el contrario una cantidad muy baja del
mismo hará que las enzimas de degradación no sean  inducidas [5].
Las interacciones de los sustratos podrían alterar las tasas de degradación del
contaminante sinérgica o antagónicamente. Sinérgicamente las interacciones mejoran las
tasas de degradación del contaminante individual induciendo a la formación de la  enzima
catabólica necesaria. Por otro lado las interacciones antagónicas inhiben las tasas de
degradación ejerciendo toxicidad, diauxie, represión catabólica, inhibición competitiva de
enzimas o agotamiento de electrones aceptores [8].
La temperatura es la responsable de  controlar la naturaleza y el grado de metabolismo
microbiano en los hidrocarburos, así como las tasas de difusión, la biodisponibilidad y la
solubilidad. Por ejemplo la solubilidad del benceno en estado acuoso  decrece a medida
que la temperatura aumenta [8] . Por otro lado la mayoría de las bacterias son neutrófilos
y el proceso de biodegradación se da en general entre los 6 a 8 unidades de pH [5].
Un contenido de agua de aproximadamente entre 40 y 60% de la capacidad máxima de
agua en el suelo, será óptima para las reacciones de degradación en zonas insaturadas.
En zonas muy secas la degradación será retardada [5].
Los microorganismos consumen contaminantes orgánicos para obtener energía y asegurar
una actividad biológica. Sin embargo, para un correcto desarrollo ellos además necesitan
nutrientes ya sea en formas sólidas o disueltas en soluciones acuosas, los cuales ellos no
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pueden sintetizar por sí mismos. Las soluciones que usualmente se usan son los
macronutrientes  (KH2PO4, KNO3(NH4)2SO4, NH4Cl, NH4HCO3, CaCl2, MgSO4, MnSO4,
FeSO4, NaMoO4)  y los micronutrientes (vitaminas y metales) [8].
Otro factor que afecta a la degradación microbiana de los contaminantes es la falta de
biodisponibilidad y esto se debe a la baja solubilidad de los contaminantes, su fuerte
sorción a los sólidos (composición mineralógica y granulométrica del suelo), el secuestro
(encerramiento físico) por matrices de alto peso molecular, la difusión en macroporos de
sólidos (sedimentos) o su encapsulamiento en fases insolubles o  lipofílicas [5].
1.2 Suelo
Según la Comisión Europea (2010) y  desde el punto de vista de ciencias y ambiente, el
suelo se define como la capa superior de la corteza de la Tierra. Está formado por partículas
minerales, materia orgánica, agua, aire y organismos vivos y es considerado como un
recurso no renovable en el cual se desarrollan muchas funciones vitales [9].
El suelo posee numerosas funciones. Este provee de comida, biomasa y de materias
primas, sirve de plataforma para las actividades humanas y juega un rol central como
hábitat y reserva genética. Este almacena, filtra y transforma sustancias tales como el
agua, nutrientes y carbono [10].
1.2.1 Propiedades físicas del suelo: textura, estructura y porosidad
El suelo se compone de minerales, materia orgánica (MOS), agua y aire (ver figura 3). La
composición y proporción de esos componentes influencian grandemente a las
propiedades físicas del suelo, incluyendo  a la textura (ver figura 4), estructura y porosidad.
En cambio esas propiedades afectan al movimiento del  aire y agua en el suelo y así la
habilidad del suelo para funcionar [11].
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Figura 3- Los 4 componentes del suelo [11].
El desarrollo del suelo es causado por el clima y la materia viva que actúan sobre el material
parental. El resultado de esos procesos es un perfil del suelo de varias capas u horizontes,
cada uno con distinta textura, estructura, color y otras propiedades [11].
La textura del suelo, indica el contenido relativo de partículas en el suelo más pequeñas
que 2 mm, tales como arena, arcilla y limo [12], (ver tabla 1). Este por lo tanto excluye a las
piedras y gravas. Estas partículas se distinguen por su tamaño y constituyen la fracción
mineral más fina [11]. Debido a sus influencias en la distribución del tamaño del poro y
porosidad total, cada tipo de textura del suelo tiene consecuencias específicas en la
filtración, almacenamiento y percolación [12].
Tabla 1- Clasificación de minerales por tamaño [13].
Clasificación Descripción Diámetro efectivo
Arcilla
Partículas minerales microscópicas de naturaleza
coloidal, laminadas en capas o placas
<0.002 mm
Limo








Partículas gruesas de minerales provenientes de la
formación madre
(2-75) mm
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Los suelos arenosos tienen una débil capacidad de retención de agua y elevada
permeabilidad y drenan con facilidad. Los suelos dominados por limos y arcillas tienden a
ser cohesivos y tienen una elevada capacidad de retención de agua y baja permeabilidad,
conduciendo a bajas velocidades de infiltración [13].
Los coloides del suelo, se refieren a las partículas más finas de arcilla y MOS de un suelo.
Los coloides son fracciones del suelo muy importantes, debido a que en ellos suceden
importantes actividades físicas y químicas. Una de sus propiedades es que poseen un área
superficial muy larga. Las partículas más finas poseen más área superficial por masa o
volumen dado de partículas que las partículas más largas, así hay un aumento en el
contacto con otras partículas coloidales y con la parte soluble del suelo y eso explica por
qué las arcillas se mantienen juntos mucho mejor que el suelo arenoso cuando están
mojados [11].
Figura 4- Triángulo de textura: muestra la clase textural del suelo de acuerdo al porcentaje de arena, limo y arcilla [11].
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La estructura es otra propiedad física del suelo, es la disposición y unión de partículas de
suelo en grupos más grandes llamados agregados  o “peds”. La agregación es importante
ya que mantiene la porosidad y permite el movimiento del agua en el suelo [11].
La porosidad, tercera propiedad física del suelo, es la cantidad y forma de espacios (o
huecos) en el suelo. Son espacios entre o en las partículas del suelo. Dependiendo de su
tamaño, los poros tienen diferentes funciones hidráulicas: ellos conducen o almacenan el
agua por capilaridad y adsorción.
La textura y la estructura del suelo influyen en el tamaño y en el número de interconexiones
de los poros. Suelos de textura gruesa tienen muchos poros largos (macro) y suelos de
texturas finas poseen poros más pequeños (micro) (ver figura 5). Macroporos en texturas
finas del suelo existen entre  agregados. Debido a que texturas finas del suelo tienen macro
y microporos, ellos generalmente tienen una porosidad total más grande que los suelos
con texturas gruesas. Así mismo, la textura y  las propiedades del suelo al influir en la
porosidad,  afectan directamente al movimiento de agua y aire en el suelo [11].
Figura 5- Porosidad en suelos arenosos y arcillosos [11].
La proporción de poros ocupados con aire y agua varia y cambia cuando el suelo esta
mojado y seco. Cuando todos los poros están llenos de agua, el suelo está saturado,
entonces el agua en los macroporos drenará libremente por gravedad. La capacidad de
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campo es la cantidad de agua que queda en el suelo después de que el agua gravitacional
ha drenado. El agua que queda es mantenida en microporos por fuerzas de capilaridad o
por tensión superficial entre el agua y suelo [11].
La fase líquida del suelo está constituida por una solución acuosa conteniendo iones y
compuestos orgánicos solubles [13]. La composición de la fase gaseosa del suelo es
idéntica a la de la atmósfera, pero con concentraciones en CO2 que pueden ser cerca de 8
veces superiores [13]. La proporción de las fases gaseosa y liquida tienen un papel
relevante en las propiedades del suelo. Si la fase líquida fuera excesiva, no hay suministro
de oxígeno, desarrollándose condiciones anaerobias y por consiguiente la aparición de
microorganismos anaerobios, ocurriendo reacciones de reducción (del Fe3+, Al3+, Mn4+,
sulfatos y compuestos orgánicos) [13].
1.2.2 Piedra caliza y suelo residual.
La piedra caliza es por definición, rocas sedimentarias compuestas principalmente por
carbonato de calcio (CaCO3) y son referidas  como suelos calcáreos [14].
Los depósitos de carbonato pueden ser de tamaños variables, que van desde arcilla muy
fina como polvo, hasta gruesos como depósito de limo. La presencia de carbonatos en el
suelo puede afectar a la productividad del suelo, influyendo en el pH, estructura, capacidad
de retención de agua y el flujo de agua. Estos suelos  tienen una alta capacidad tampón, o
una alta resistencia a los cambios de pH, esto es debido a que los  carbonatos libres
pueden ser capaces de neutralizar eficazmente los ácidos en el suelo. Así, el pH de suelos
calcáreos cambia muy poco y se mantiene cerca de 8 [11].
Un suelo residual es definido como un material derivado de los procesos de
descomposición y meteorización, in situ, de rocas o fragmento de rocas, los cuales no han
sido transportados desde su localidad de origen [15]. Las partículas de suelo residual a
menudo consisten en agregados de partículas o cristales meteorizados de materia mineral
que se descomponen y llegan a ser progresivamente más finas si el suelo llega a ser
manipulado o compactado [15].
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1.3 Contaminación del suelo en Europa
Según la Comisión Europea, un sitio contaminado es aquel donde hay presencia
confirmada, causada por la actividad de  seres humanos, de sustancias peligrosas a un
grado tal que representan un riesgo para la salud humana o el ambiente, tomando en
cuenta el uso del suelo [16].
La contaminación del suelo es un problema muy extendido en Europa. Los contaminantes
más frecuentes son los metales pesados y el aceite mineral (ver figura 6). Según las
estimaciones de la Agencia Europea del Medio Ambiente (AEMA, 2007), el número de
sitios de actividades con potencial contaminación que se han llevado a cabo en la UE es
de aproximadamente tres millones, de éstos, un estimado de 250.000 sitios podrían
necesitar urgente remediación. Las principales causas de la contaminación son las
actividades industriales y comerciales del pasado y el presente, así como la eliminación y
tratamiento de los residuos [16].
No existe una legislación específica en la UE, dirigida específicamente a la protección del
suelo. Por esta razón, la Comisión Europea ha adoptado la Estrategia Temática del Suelo
(Comunicación de la Comisión COM (2006) 231) y propuestas para una Directiva Marco
del Suelo (Propuesta de la Comisión (2006) 232), específicamente para proteger a los
suelos de una serie de amenazas incluyendo la contaminación [16].
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Figura 6- Contaminantes que se producen con más frecuencia en los suelos de Europa [16].
1.4 Distribución del contaminante por fases
Los Hidrocarburos Líquidos en Fase no Acuosa (Non-Aqueous Phase Liquid, NAPLs, por
sus siglas en inglés), son hidrocarburos que existen como una forma separada, fase
inmiscible, cuando entra en contacto con el agua y/o aire. Esta se clasificada como
Hidrocarburos Líquidos Livianos en Fase no Acuosa (Light Non-Aqueous Phase Liquid,
LNAPLs), cuando el hidrocarburo posee una densidad menor que la del agua e
Hidrocarburos Líquidos Densos en  Fase no Acuosa (Dense Non-Aqueous Phase Liquid,
DNAPLs), cuando la densidad del hidrocarburo es mayor que la del agua [17].
Los constituyentes de los (LNAPLs) pueden existir o estar presentes en varias fases bajo
la superficie de la tierra, por ejemplo fase gaseosa, fase acuosa, sorbidos en materiales
del suelo o como NAPL. En las zonas no saturadas los contaminantes pueden existir en
todas estas fases. En zonas saturadas los contaminantes pueden estar presentes en fases
sólida, acuosa y en fase NAPLs. Los Constituyentes NAPL, pueden  o moverse desde una
fase a otra fase, dependiendo de las condiciones ambientales (ver figura 7 y 8) [17].
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Figura 7- Partición de LNAPL entre las 4 fases potencialmente encontradas en la zona insaturada [17].
La tendencia para la partición de un  contaminante de una fase a otra, puede ser descrita
por el coeficiente de partición como la constante de la Ley de Henry, para particiones entre
agua y gas (suelo). Estos coeficientes empíricos dependen de las propiedades de los
materiales presentes debajo de la superficie y del NAPL [17].
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1.5 Contaminantes
1.5.1 Benceno
El benceno, conocido también como benzol, es un líquido incoloro de olor dulce. El
benceno se evapora al aire rápidamente, es sólo ligeramente soluble en agua y es
sumamente inflamable. Esta sustancia es recuperada desde fuentes de carbón y petróleo.
Ha sido usado extensamente como un solvente en la industria química y como un aditivo
en la gasolina [1].
Por otro lado, el benceno es liberado en los suelos a través de descargas industriales, en
tierras para la eliminación de desechos que contienen benceno y por fugas de gasolina
desde los tanques de almacenamiento subterráneo [1]. El benceno lanzado a la superficie
del suelo se particiona hacia la atmósfera a través de la volatilización, llega a la superficie
de las aguas a través de las escorrentías y llega  a las aguas subterráneas como resultado
de la lixiviación. El coeficiente de partición del carbono orgánico (Koc) para el benceno ha
sido calculado en un rango de 60-83 (ver tabla 2), indicando que el benceno es altamente
móvil  en el suelo y que lixivia rápidamente en las aguas subterráneas [1].
Tabla 2- Propiedades del benceno.
Propiedades Información
Fórmula química [8] C6H6
Peso molecular [1] 78.11 g.mol-1
Olor [1] Aromático
Punto de ebullición °C [2] 80.1
Densidad a 15 °C [1] 0.8787 g.cm-3
Solubilidad en agua a 20 °C [2] 1.8x103 mg.L-1
Presión de vapor a 25°C[1] 95.2 mm Hg
Constante de la ley de Henry at 25 °C[1] 5.56x10-3 atm.m3.mol-1






(a) Log KOW = coeficiente de partición octanol-agua
(b) Log KOC = coeficiente de adsorción del suelo
(c) mPa.s   = milipascal-segundo
El benceno es considerado por la Organización Mundial de la Salud como uno de los
químicos de mayor preocupación para la salud pública [16]. La agencia Internacional para
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la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) y la Agencia de Protección del
Medio Ambiente de los Estados Unidos (USEPA, pos sus siglas en inglés) han determinado
que el benceno es un cancerígeno para  los humanos [1].
1.5.2 Biodiésel
El biodiésel es definido por la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM por
sus siglas en inglés) como un combustible éster de mono alquilo, de cadenas largas de
ácidos grasos, derivados de aceites vegetales y grasas animales, designado como B100
[19]. De acuerdo con la directiva 2003/30/CE, el Biodiesel es considerado un
biocombustible y este último es  definido como un combustible líquido o gaseoso para el
transporte y producido a partir de biomasa [20].
Las propiedades más importantes del biodiésel se pueden ver en la siguiente tabla:
Tabla 3- Propiedades del biodiésel.
Propiedades Biodiésel
Fórmula química Soy FAMEs
Número cetano [21] 51.3
Punto de ebullición [2] 352-417
Densidad a 15°C [21] 0.888 g.cm-3
Water solubility a 20°C [2] 1.2x10-3 - 2.1x10-2 mg.L-1
Presión de vapor a 25°C [2] 8.63x10-6 - 3.74x10-4 mm Hg.
Constante de la ley de Henry (gas/agua) [2] 6.4x10-3 – 1.3
Viscosidad cinemática a 40°C [21] 4.26 mm2.s-1





El biodiésel es considerado un combustible alternativo para el diésel, debido a su
naturaleza renovable, biodegradable, y baja emisión de contaminantes atmosféricos [22].
Por otro lado, la toxicidad del biodiesel está aún sujeta a investigación. Biodiésel sin
aditivos (B100) tiene una muy baja toxicidad, cuando son administrados oralmente a ratas
(DL50 ˃ 5000 mg.kg-1) [2]. Así mismo, ha demostrado en experimentos ser  menos tóxico
en microorganismos en comparación con el diésel convencional [2].
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La tendencia de la producción y consumo de biodiésel está en aumento. Actualmente los
mayores productores y consumidores de biocombustibles (bioetanol y biodiésel) son
Estados Unidos, Brasil y Europa (Ver figura 9), [23]. Se estima que la producción global de
biodiésel alcanará los 41 billones de litros en el año 2022 y se espera que la UE sea por
lejos el mayor productor con una participación del 45%, seguido de los Estados Unidos y
Brasil con 18 y 8 % respectivamente [4].
Figura 9- Producción global de biocombustibles [23].
1.6 Biorremediación
La biorremediación es un grupo de tecnologías que usa microbiota (típicamente bacterias
heterotróficas y hongos) para degradar o transformar contaminantes peligrosos en
materiales tales como el dióxido de carbono, agua sales inorgánicas, biomasa y otros
productos que pueden ser menos tóxicos que los contaminantes [6].
La biorremediación puede ser dividida en varias categorías, puede clasificarse como in
situ o ex situ. La primera trata suelos y aguas subterráneas en el mismo lugar, mientras
que la segunda implica remover el suelo para ser tratado en otra área. Otra forma de
clasificar a la biorremediación es basado en la adición de sustancias en el medio, por
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ejemplo la biorremediación intrínseca, utiliza solo microorganismos nativos sin el uso de
enmiendas. Alternativamente, en la biorremediación mejorada, se manipula a los
microorganismos con enmiendas químicas (aire, sustratos orgánicos, electrones,
nutrientes etc…) para mejorar la biodegradación. La biorremediación mejorada, puede ser
llamada bioestimulación cuando sólo se agregan enmiendas químicas y puede ser aplicada
en situaciones in situ o ex situ, además puede ser usado para remediar suelos,  aguas
subterráneas o superficies de aguas. Ejemplo de bioestimulación incluyen a la
bioventilación, land farming, compostaje (composting) y biopilas (biopiles) [6].
1.6.1 Bioventilación
La bioventilación, es una tecnología de biorremediación in situ, y es designada
principalmente para tratar aeróbicamente contaminantes biodegradables, tales como
COVs y COSVs halogenados y no halogenados, que son localizados en la zona vadosa o
en la franja capilar [6].
En la bioventilación aeróbica, suelos insaturados contaminados y con bajos
concentraciones de oxígeno, son tratados mediante el suministro de oxígeno para facilitar
la biodegradación aeróbica microbiana. El oxígeno es típicamente introducido mediante
campanas de inyección de aire que empujan aire bajo la superficie (ver figura 10). También
pueden usarse campanas extractoras de aire [6].
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Figura 10- Sistema de bioventilación simple [6]
En la siguiente tabla se mencionan algunas ventajas y desventajas del sistema de
bioventilación:




No aplicable a concentraciones elevadas
Perturbación mínima del local No aplicable a suelos com baja permeabilidado estratificados
Tiempo corto: 6 meses a 2 años Puede no permitir alcanzar las concentracionespermitidas.
Combinación fácil con otras tecnologías
Puede no ser necesario el tratamiento de la
fase gaseosa.
Por otro lado, procesos físicos y microbiológicos pueden afectar al sistema de
bioventilación. Entre los procesos físicos se mencionan tres principalmente: la
permeabilidad del suelo, la distribución y difusión del contaminante y la zona de influencia
del oxígeno [24].
El suelo debe ser suficientemente permeable para permitir el movimiento de la fase gas-
suelo para proveer una adecuada cantidad de oxígeno para los microorganismos. La
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permeabilidad de la fase gas-suelo está en función de la estructura del suelo y del tamaño
de partícula, así como del contenido de humedad [24].
Cuando un derrame de combustible ocurre los contaminantes pueden estar presentes en
cualquiera de las cuatro fases en el ambiente geológico: i) sorbidos en el suelo y en la zona
vadosa; ii) en fase de vapor en la zona vadosa; iii) en fase libre y flotando en la capa freática
o; iv) en fase acuosa disuelta en el agua en la zona vadosa o disuelta en agua subterránea.
Cuando ocurre un derrame de consideración el combustible es retenido en un 10 a 20%
del volumen del poro del suelo y el resto puede eventualmente llegar a permanecer en la
capa freática. En la zona vadosa los componentes de LNAPL pueden particionarse en fase
vapor o fase acuosa (pore water), pueden ser sorbidos en el suelo o permanecer como
producto libre. Los contaminantes como productos libres pueden particionarse en fase
vapor, dependiendo de la presión de vapor a la temperatura y presión existente en la zona
vadosa. Una vez en fase vapor esos contaminantes pueden migrar en respuesta a la
advención o difusión [24].
El radio de influencia del oxígeno es definido como el radio en el cual el oxígeno tiene que
ser suministrado para sostener una máxima biodegradación. Este está una función de las
tasas de flujos de aire y  de las tazas de utilización del oxígeno y por lo tanto depende del
sitio geológico, del diseño de la campana y de la actividad microbiológica [24]. La actividad
microbiológica afecta el radio de influencia del oxígeno. Al aumentar la actividad
microbiológica, el área tratada efectiva  disminuye [24].
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Capítulo 2. Materiales y métodos
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En el presente capítulo se hace una descripción de los reactivos, equipos y reactores
usados. Así mismo se  presentan los métodos usados para: la preparación de los suelos;
la cuantificación del contaminante benceno en fase gaseosa; la cuantificación de los gases
oxígeno  y dióxido de carbono, el desarrollo del consorcio microbiano; los ensayos de
bioventilación y biorremediación y; la cuantificación de las unidades formadoras de
colonias.
2.1 Reactivos
El benceno y el biodiésel fueron los contaminantes usados para la realización de las
pruebas  de bioventilación y biorremediación. El benceno fue proveído por  Panreac
Química SAU, con una pureza ≥ 99.5%.   El biodiésel fue  elaborado a partir de soya y  fue
producido por transesterificación por el departamento de  Ingeniería Metalúrgica  y de
Materiales de la Facultad de Ingeniería de la  Universidad de Oporto.
El medio líquido mineral (MMA) usado en las culturas microbianas, fue preparado a partir
de reactivos proanálisis, los cuales fueron clasificados como micronutrientes,
macronutrientes, fuente de nitrógeno y solución tampón. Su composición se presenta en la
siguiente tabla:
Tabla 5- Composición del medio líquido mineral.
Micronutrientes Macronutrientes
Composición Cantidad (mg.L-1) Composición Cantidad (mmol.L-1)
FeSO4.7H2O 200 CaCl2.H2O 0.47
ZnSO4.7H2O 10 NaCl 0.14
MnSO4.5H2O 4.3 KNO3 1.02
H3BO3 30 NaNO3 8.2
CoSO4.7H2O 24 MgSO4.7H2O 0.41





Fuente de nitrógeno Solución tampón
Composición Cantidad (mmol.L-1) Composición Cantidad (mmol.L-1)
(NH4)2 SO4 3.8 KH2PO4 4
Na2HPO4 6
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Para el aislamiento y conteo de los microorganismos se usó un medio de cultivo sólido,
Caldo de Lisogenia (LB), el cual fue preparado con Triptona (10 g. / L.), extracto de levadura
(5 g. / L.), todos ellos de la marca Himedia, además agar agar para uso bacterial  (20 g. /
L), de la marca Liofilchem y finalmente NaCl (10 g. / L.) proanálisis de la marca Merk. Se
midió el pH del medio de cultivo antes y después de la esterilización.
Se usó solución salina (NaCl) al 0.85%, para la preparación de las diluciones sucesivas.
La solución salina, MMA y el medio de cultivo LB fueron esterilizados en autoclave a 121
°C  a  1 atm, durante 15 minutos.
2.2 Equipos
La tabla 6, presenta una lista de los equipos usados durante el trabajo en el laboratorio:
Tabla 6- Equipos usados en el laboratorio.
Equipo Marca Modelo
Agitadores magnéticos Heidolph Unimax 1010 Unimax 1010
Autoclave Panasonic MLS-3020U
Balanza analítica Chyo JL
Balanza semianalítica Kern EW1500-2M
Cabina de limpieza UV Biosan UVC/T-M-AR
Cabinas termostáticas WTW TS1006-I and TS606/2-i
Controlador de flujo de masa Aalborg GFC17
Cromatógrafo de gas Shimadzu GC-2014
Incubadora Binder FD
Potenciómetro WTW Inolab
Analizador de O2 y CO2 Servomex 5200 Multipropósito
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(a) (b)
(c)
Figura 11- Equipos de laboratorio: a) Cromatógrafo de gases; b) analizador de O2 y CO2; c) controlador de flujo de masa.
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2.3 Reactores
Para la prueba de bioventilación y biorremediación fueron usados dos tipos de
biorreactores, ambos de acero inoxidable, cilíndricos, con un diámetro interno de 10 cm  y
con alturas de 50.0 y 35.5 cm (ver figura 12). La columna de bioventilación posee 4 puntos
con apertura, uno de los cuales se encuentra en la parte superior, es decir en la tapa, otro
en la parte inferior, por donde ingresa el flujo de aire, y dos distribuidos en la parte lateral.
Las columnas de biorremediación, poseen 4 aperturas, una en la parte superior de la tapa
y tres distribuidas en la parte lateral de las cuales una de ellas está muy cerca de la base.
Para evitar la salida de los gases, estas columnas cuentan con un jebe  ubicado en la parte
inferior de cada tapa
Figura 12- Biorreactores: a) para biorremediación; b) para bioventilación.
(a) (b)
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2.4 Colección y preparación de suelos
Los suelos usados para la realización de los ensayos fueron de tres tipos: un suelo  para
la preparación de la cultura enriquecida y la obtención de los inóculos, extraído en la
localidad de Leça da Palmeira-Matosinhos (SLPM); un suelo de tipo granito obtenido en la
localidad de Leça do Balio-Matosinhos y; un suelo de tipo calcáreo obtenido de Souselas-
Coímbra. Los dos últimos fueron usados para los ensayos de biorremediación y
bioventilación.
El suelo granito fue secado y guardado en contenedores de plástico. El suelo calcáreo fue
fragmentado y tamizado hasta conseguir el tamaño apropiado. Finalmente ambos suelos
fueron esterilizados 4 veces durante 15 minutos  a 121°C, 1 atm y guardados en la cabina
de limpieza UV, hasta antes de su uso. Antes de guardar los suelos, se les midió su pH
siguiendo la norma SW-846 Method 9045d sobre medición de pH en suelos y residuos [25].
2.5 Cuantificación del benceno en fase gaseosa
La concentración de benceno fue medido en los ensayos de biodegradación en medio
líquido, para la preparación de los inóculos y durante los ensayos de bioventilación y
biorremediación, usando una curva de calibración. Dicha curva fue hecha a partir de
patrones, los cuales fueron  preparados usando frascos de Erlenmeyer de 500 mL,
cerrados con válvulas Mininert®. El contaminante fue inyectado con microjeringas de
marca Hamilton de la serie #701 de  10, 50 y 150 µL. Con la concentración del contaminante
y el área de pico del cromatograma fue posible obtener la curva de calibración.
La concentración de los patrones fue calculada mediante la siguiente ecuación:
= ∗
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Donde Cp, es la concentración del contaminante en el patrón (mg.L-1), VC es el volumen
del contaminante (µL), ρC es  la densidad del contaminante (mg.µL-1), Vr es el volumen
del frasco de Erlenmeyer (L).
Teniendo la curva de calibración, se procedió a medir la concentración del contaminante
benceno en cada uno de los biorreactores. Para ello se hizo uso de un cromatógrafo de
gas de marca Shimadzu 2014, equipado con una columna de tipo Carbopack B 60/80 (2.4
m de largo x 2.1 mm de diámetro interior) y un detector  de ionización  de llama. El gas de
arrastre fue el nitrógeno con un flujo de 40 mL.min-1 y para el detector se usaron los  gases
hidrógeno y aire.
El análisis cromatográfico fue desarrollado de modo isotérmico con una temperatura de
columna de 150°C, el detector a 200°C y el inyector a 200°C.
El volumen de muestra del gas contaminante (benceno) tomado de cada uno de los
biorreactores e inyectado en el cromatógrafo fue de 200 µL, y para ello se usó una
microjeringa para gases, de 250 µL, de la marca ILS.
2.6 Cuantificación del oxígeno y dióxido de carbono
Los porcentajes de gas oxígeno y dióxido de carbono fueron medidos  con  un respirómetro
conectado a un controlador de flujo de masa (ver figura 11, b y c). Este equipo fue usado
diariamente con un flujo de aire de 20 mL.min-1, durante 15 minutos para los ensayos de
bioventilación y se realizó en  circuito abierto durante su operatividad.
2.7 Ensayos de biodegradación en medio líquido
Los ensayos de biodegradación en medio líquido fueron realizados con el objetivo de
observar las características de los microorganismos, así como para obtener las cantidades
óptimas  de los contaminantes para ser usados en los ensayos de bioventilación y
biorremediación.
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Los ensayos de biodegradación en medio líquido se hicieron en tres etapas (ver figura  13).
Primero se preparó la cultura enriquecida con 10 g de SLPM y 90 mL, de MMA en  un
frasco de Erlenmeyer estéril de 250 mL, cerrado, el cual se dejó incubar durante 12 horas
aprox. a 25°C y a 150 rpm.
Terminada la incubación de la CE, se procedió a la preparación de la primera transferencia
(T1), para lo cual se usó un frasco de Erlenmeyer de 500 mL, y al cual se le transfirió 5 mL,
de CE más 95 mL, de MMA, es decir en una proporción de 5:95 (V/V). Además fueron
contaminados con benceno y biodiésel (ver tabla 8). Para evitar la fuga de gas benceno el
frasco fue tapado con una válvula Mininert®. Posteriormente se dejó incubar a 25°C con
agitación diaria de 150 rpm. Se midió  diariamente la concentración de gas benceno,










- 10g SLPM + 90 mL MMA
- 25° C, a 150 rpm
- 12 horas aprox
5% CE + 95% MMA
+
Benceno y biodiésel
50% T1 + 50% MMA
+
Benceno y biodiésel
- 25° C a 150 rpm - 25° C a 150 rpm
Medición de benceno en fase gaseosa
hasta alcanzar los 0.5 mg.L-1
Figura 13- Esquema de los ensayos de biodegradación en medio líquido.
29Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
Al finalizar el ensayo de la Transferencia T1, es decir, al alcanzar la concentración de gas
benceno valores menores o iguales a 0.5 mg.L-1, se procedió a realizar una segunda
transferencia (T2). En este caso se usó un frasco de Erlenmeyer de 1 L, al cual se le
transfirió 100 mL, de la primera transferencia y 100 mL, de MMA, es decir en una proporción
de 50:50 (V/V). Al igual que en T1, fueron contaminados con benceno y biodiésel. Dicho
frasco fue tapado con una válvula Mininert®, y fue incubado en las mismas condiciones
que en la  T1. De igual forma se midió en forma diaria la concentración de gas benceno
hasta alcanzar valores menores o iguales a 0.5 mg.L-1.
Los ensayos en  blancos, se realizaron usando MMA, en lugar de inóculos.
Se realizó la cuantificación de la biomasa en las transferencias 1 y 2, reportándose como
UFC/mL, (ver sección 2.10).
En la siguiente tabla se presentan las diferentes concentraciones de los contaminantes que
fueron usados en los diferentes ensayos de biodegradación en medio líquido.
Tabla 7- Concentraciones de benceno y biodiésel usados durante los ensayos de medio líquido.
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2.8 Preparación de inóculos
La prepararon de inóculos se hizo con el objetivo de obtener suficiente biomasa para iniciar
los ensayos de bioventilación y biorremediación. Se prepararon dos inóculos uno para los
ensayos con suelo granito y otro para los ensayos en suelo calcáreo.
La preparación de los inóculos fue muy similar a la de los ensayos preliminares y consistió
también en tres etapas. La  primera fue la obtención de la  CE, en la cual se usó 10 g de
suelo SLPM y 90 mL, de medio líquido mineral (MMA), ambos elementos colocados en un
frasco de Erlenmeyer estéril, de  250 mL, cerrado e incubado a 25°C durante 12 horas
aproximadamente y  a 150 rpm.
La segunda etapa consistió en la obtención de la primera transferencia (T1), para lo cual
se transfirió 14 mL, de la CE, y 266 mL, de MMA, es decir  una proporción de 5:95 (V/V).
Esta transferencia se hizo en  un frasco de Erlenmeyer de 1L, estéril y  cerrada con válvula
Mininert®, además se le añadió cantidades iguales de benceno y biodiésel como fuentes
de carbono para los microorganismos.
La tercera etapa consistió en la preparación de la segunda transferencia (T2) y solo debía
iniciarse cuando la concentración de benceno en la primera transferencia alcanzara los 0.5
mg.L-1. Se usó un frasco de Erlenmeyer de 2 L, estéril y cerrada con válvula Mininert ®, al
cual se le transfirió 250 mL, de la T1, más 250 mL, de solución MMA, es decir, en una
proporción de 50:50 (V/V), y al igual que en la primera transferencia, se contaminó con
benceno y biodiésel.
La concentración de gas benceno en T1 y T2 fue medida diariamente y su periodo de
incubación sólo debía terminar cuando alcanzara los 0.5 mg.L-1. Se hizo uso de una
microjeringa para gases de 250 µL, de marca ILS para la toma de muestras, el cual fue de
200 µL.
En la siguiente tabla se puede observar la descripción de los ensayos realizados para la
obtención de los inóculos.
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Se realizó la  cuantificación de la biomasa en la CE, y en las transferencias 1 y 2
reportándose como UFC/mL, (ver sección 2.10).
2.9 Ensayo de bioventilación y biorremediación no ventilado.
Los ensayos de  bioventilación y biorremediación fueron realizados con  suelos de tipo
granito y calcáreo, en biorreactores de acero inoxidable (ver figura 12). El % de humedad1
para el suelo granito fue de 20% y para el suelo calcáreo fue  del 10%. Dicha humedad
fue obtenida por la adición del inóculo o por uso de agua destilada estéril, en el caso de los
ensayos de control abiótico.
Para el ensayo de bioventilación, se usaron biorreactores  con capacidad de 3 917 mL, y
fueron preparados con 2000 kg, de suelo húmedo, conectadas  al controlador de  flujo de
masa de gases y esta última ligada al analizador de O2 y CO2 (ver figura 14). El primer
paso para el análisis fue la medición de la concentración de gas benceno en cada una de
1 Según la Norma Portuguesa, la determinación  del contenido de agua en suelos (expresada en porcentaje), se calcula
dividiendo la cantidad de agua que se evapora de una muestra de suelo, secado a 105°±3°C, por el peso de la muestra
después de secado. En la presente investigación la humedad fue calculada respecto al peso de la muestra húmeda.
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los biorreactores. Para ello se extrajo una muestra de 200 µL, de gas, desde el puerto 2
(ver figura 12), con una  microjeringa de 250 µL, de la marca ISL, para posteriormente ser
inyectada en el cromatógrafo de gases. Con el área de pico del cromatograma y las
ecuaciones de las curvas de calibración se obtuvo la concentración. El segundo paso se
realizó inmediatamente después de la cuantificación de  la concentración del gas
contaminante y consistió en la  medición de los gases O2 y CO2, primero del ambiente y
luego en cada una de los biorreactores. El tiempo de análisis del respirómetro fue de 15
minutos con un flujo de aire de 20 mL.min-1. La cuantificación del O2 y CO2 se registró en
porcentajes y los datos fueron almacenados automáticamente en la memoria de una PC.
La cuantificación de la concentración de O2 y CO2 se hizo diariamente hasta que la
concentración de benceno en cada uno de los biorreactores alcanzara niveles menores o
iguales a 0.5 mg.L-1.
En los ensayos de biorremediación se usaron biorreactores con  un volumen de 2 788  mL,
y fueron preparados con  1420 g, de suelo húmedo en cada uno  y solo se hizo uso del
respirómetro por única vez cuando las concentraciones del gas benceno llegaron hasta los
0.5 mg.L-1.
Terminada las cuantificaciones de los gases benceno, O2 y CO2, se procedió a tomar
muestras de los suelos de cada uno de los biorreactores para la cuantificación de la
biomasa, registro de pH [25] y humedad.
Figura 14- Esquema de la instalación de las columnas de bioventilación.
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El procedimiento para la preparación de cada una de las columnas fue de la siguiente
manera:
1. Lavado con solución de  hipoclorito de sodio, posteriormente enjuagado con agua
corriente de grifo y secado con pistola de aire comprimido;
2. Desinfección  con alcohol metílico al 96%;
3. Colocación  de tapas de silicona en todos los puertos;
4. Colocación de los suelos, previamente esterilizados y mezclados con biodiésel,
inóculo o agua destilada estéril. Todo ello cerca al fuego para minimizar la
contaminación;
5. Inoculación de benceno en los puertos 2 y 3 de cada biorreactor (50% en cada uno),
debiendo estar el biorreactor en  posición horizontal y debidamente cerrado;
6. Agitación de las columnas, invirtiéndolos en tres tiempos;
7. Ubicación de las columnas en forma vertical en la cámara termostática a 25°C (ver
figura 15).
En la tabla 9 se puede ver el resumen de los ensayos de bioventilación y biorremediación
34Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
Figura 15- Instalación de las columnas de bioventilación y biorremediación en la cámara termostática.
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B: biorremediación; BV: bioventilación; SR: suelo granito; CL: suelo calcáreo; BZ: benceno; BD: biodiésel.
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2.10 Cuantificación de las unidades formadoras de colonias
La población total de microorganismos heterótrofos totales e hidrocarbonoclastas fueron
determinados por siembra y dispersión-agotamiento en placas de Petri [26], usando como
medio de cultivo sólido al Caldo de Lisogenia (LB).
Para ello se realizaron diluciones seriadas de 10-2 a 10-6. El medio para las diluciones fue
la  solución salina estéril (0.85% NaCl, V/V). Luego se procedió a sembrar 0.1 mL, de cada
dilución sobre la superficie del medio de cultivo sólido LB, esparciéndose con una espátula
de drigalsky previamente esterilizada (inmersa en alcohol y pasándola por la flama del
mechero) y asegurando una distribución homogénea por toda la superficie del medio. La
siembra se hizo por duplicado en las placas correspondientes a las dilusiones 10-3, 10-4,
10-5 y 10-6. Las placas fueron incubadas en forma invertida a 25°C durante 72 horas en
ausencia de luz [26].
Las unidades formadoras de colonias fueron calculadas mediante la siguiente fórmula:
. .⁄ = ( ∗ ∗ )∗
Y ⁄ = ∗ ∗
Donde:
UFC/ g.s.s = unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco
NC = número de colonias en una placa de Petri
FD = factor de dilución que corresponde a la dilución de donde se tomó
la muestra con la que se inocula la caja
V = volumen inoculado en la caja = 0.1 mL
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P = peso de la muestra húmeda = 1 g
FH = factor de corrección de humedad (1-(%humedad/100)).
La biomasa en la CE, pre-ensayos e inóculos fue expresada como UFC/mL.
2.11 Cálculo de la eficiencia
La eficiencia final en fase gaseosa y acuosa fue determinada mediante las siguientes
ecuaciones:
= (1)= (2)= (3), = ( ) 100 (4)
Donde:
H: constante de la ley de Henry adimensionado;
Cgas: concentración del contaminante en la fase gaseosa en mg.L-1;
Caq: concentración del contaminante en fase acuosa en mg.L-1;
Vgas: volumen de la fase gaseosa en L;
Mgas: masa del contaminante en la fase gaseosa en mg;
Vaq: volumen de la fase acuosa en L;
Maq: masa del contaminante en la fase acuosa en mg;
Mtot : Masa total en mg y;
EF(aq,gas) : Eficiencia de remediación en fase gaseosa y acuosa n %.
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Capítulo 3. Resultados y discusión
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En el presente capítulo se presentan y se discuten los resultados obtenidos acerca de: las
características y propiedades de los suelos usados; el desarrollo del consorcio microbiano
durante los pre-ensayos y ensayos y; la eficiencia en la remediación suelos contaminados
con benceno y biodiésel mediante las dos técnicas biológicas usadas, bioventilación y
biorremediación sin estimulación.
3.1 Caracterización de suelo
Para el presente trabajo se usaron tres tipos de suelos: SLPM, para la preparación de los
inóculos y suelos granito (SR) y calcáreo (CL) para los ensayos de biorremediación y
bioventilación.
3.1.1 Suelo usado como fuente de inóculo
Este suelo usado para la preparación del inóculo, fue extraído en la localidad de Leça da
Palmeira-Matosinhos.
Figura 16- Muestra de suelo usado para la preparación de los inóculos.
La tabla 10 muestra algunas propiedades y características del SLPM.
Tabla 10- Algunas propiedades físicas y químicas del suelo SLPM.
Suelo Color Humedad (%) pH
SLPM Marrón claro 12.69 5.035
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3.1.2 Granito y calcáreo
Los suelos granito y calcáreo fueron usados en la preparación de los biorreactores, para
los ensayos de bioventilación y biorremediación.
(a) (b)
Figura 17- Muestras de suelos usados en los ensayos de bioventilación y biorremediación: a) calcáreo; b) granito.
La tabla 11, muestra algunas de las propiedades y características de dichos suelos.
Tabla 11- Propiedades de los suelos granito y calcáreo [27].
Suelo Clasificación ASTM ρ (Kg . m-3) COT (%) ƞ (%) N (%) P (%)
SR SM-Arena limosa 1060 0.396 60 0.022 0.172
CL SC-Arena arcillosa 1530 0.651 44 0.017 0.068
El suelo residual granítico, fue recogido en la freguesia de Leça do Balio-Matosinhos. De
acuerdo al trabajo realizado por Carvalho (2014),  la composición mineralógica de este
suelo, utilizando difracción de rayos X, reveló la presencia de: caulinita (69 a 75 %),
moscovita (12 a 17 %), montmorillonite (11%), quartzo (6 a 16 %), feldespatos potásicos
(1 %) e hematite (5 %). Así mismo, el análisis granulométrico reveló la presencia de arcilla
(7%), limo (28%), arena (60%) y guijarros (5%) [27].
El suelo calcáreo fue extraído de la localidad Souselas-Coimbra. Según Carvalho (2014),
el análisis mineralógico de este suelo reveló la presencia calcita (73 a 77%), caulinita (4 a
7%), mica (9 a 10 %), quartzo (3 a 5%) y hematita (6%). Así mismo, el análisis
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granulométrico reveló la presencia de arcilla (15%), limo (30%), arena (35%) y guijarros
(20%) [27].
El suelo granito a diferencia del suelo calcáreo  presenta una coloración parduzca (ver
figura 16). Tetsushi y Satoru (1989) afirman que la coloración parduzca es una
característica comúnmente observada a simple vista en el proceso de meteorización de las
rocas graníticas, además este color es causado por la presencia de un material de color
marrón rodeado de partes negras (Biotita) [28].
El pH medido en el suelo granito  antes de  los ensayos fue de 5.5 (moderadamente ácido)
y el suelo calcáreo presentó un pH de 7.6 (medianamente alcalino). Según McCauley
(2005), el suelo calcáreo tiene una alta capacidad de tampón y su pH generalmente es
cercano a 8, y esto se debe fundamentalmente a la presencia de carbonatos [11]. Kishchuk
(2000) afirma que el rango de pH de estos tipos de suelos está entre 7 a 8.5. [29].
3.2 Ensayos preliminares de biodegradación en medio líquido
Los ensayos preliminares de la biodegradación en medio líquido fueron realizados para
aislar y observar las características de los microrganismos capaces de degradar al
contaminante de interés, así como para saber las cantidades óptimas de concentración de
benceno y biodiésel a ser usadas  en los ensayos de bioventilación y biorremediación. En
el  apéndice 2 se pueden observar los datos que fueron usados para el presente análisis.
Los resultados de los ensayos se presentan a continuación:
 Hubo degradación de benceno, siendo ésta más lenta en la transferencia 1. En T1,
el benceno llegó a niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, en más 7 días, mientras
que en T2, fue en 3 días. En los blancos no registraron diferencias significativas en
las concentraciones de benceno (ver figura 18).
 Se observó crecimiento de microrganismos. En la mayoría de los casos presentaron
forma redondeada, convexas y de color beige o blancos (ver figura 19).
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 El mayor número de UFC/mL, se presentó en el ensayo donde el nivel de
contaminación de benceno y biodiésel fueron iguales (T2_BZ210_BD210) con
2.50E+08 unidades. En el ensayo donde hubo un nivel relativamente alto del
contaminante biodiésel (T2_BZ210_BD600), registró menor número de UFC/mL,
registrándose 5.60E+06 unidades. Los ensayos designados por T2_BZ210_BD400
y T2_BZ210_BD800, registraron 2.78E+07, 6.90E+06, respectivamente (ver figura
20).
De acuerdo a los resultados, las concentraciones de contaminantes que fueron escogidas
para para los ensayos de biorremediación y bioventilación son de 210 mg.L-1 de benceno y
un máximo de 210 mg.L-1 de biodiésel, ya que con estas concentraciones hubo un mayor
número de UFC/mL registradas al final de los ensayos, acompañada con una  degradación
más rápida del contaminante sujeto a análisis (benceno) en comparación con las otras
combinaciones de contaminantes.
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Figura 19- Microorganismos encontrados en los ensayos de medio líquido.





















44Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel
3.3 Preparación del inóculo
Los inóculos fueron preparados con el objetivo de obtener suficiente biomasa para realizar
los ensayos de bioventilación y biorremediación en suelos granito y calcáreo. En el
apéndice 3 se pueden observar los datos que fueron usados para el presente análisis.
Los resultados obtenidos se mencionan a continuación:
 Los microrganismos fueron capaces de degradar al benceno, siendo esta
degradación más lenta en las primeras transferencias de los inóculos 1 y 2. En los
ensayos de biodegradación de la primera transferencia del inóculo 2,
T1_BZ220_BD220_A, T1_BZ220_BD220_B y T1_BZ220_BD220_C, la
concentración de benceno en fase gaseosa bajó a niveles menores o iguales a 0.5
mg.L-1, en 14, 7 y 12 días respectivamente, mientras que en los ensayos de la
segunda transferencia T2_BZ245_BD245_A, T2_BZ245_BD245_B y
T2_BZ245_BD245_C, las concentraciones bajaron en 6, 4 y 6 días respectivamente
(ver figura 21 a,b).
 Se registró la  presencia de microrganismos  tanto en la cultura enriquecida como
en las transferencias 1 y 2 del inóculo 1. En la CE, se registraron 4.45E+05,
UFC/mL. En los ensayos de la primera transferencia, T1_BZ220_BD220_A,
T1_BZ220_BD220_B, T1_BZ220_BD220_C y T1_BZ220_BD220_D, se
registraron, 5.20E+07, 5.70E+07, 6.55E+08 y 7.90E+07 UFC/mL, respectivamente.
Ya en los ensayos de la segunda transferencia T2_BZ245_BD245_A,
T2_BZ245_BD245_B, T2_BZ245_BD245_C y T2_BZ245_BD245_D, las UFC/mL,
aumentaron a 3.35E+08, 2.95E+08, 7.30E+08 y 1.88E+08, respectivamente (ver
figura 22 a).
 Se registró la  presencia de microrganismos  tanto en la cultura enriquecida como
en las transferencias 1 y 2, del inóculo 2. En la CE, se registraron 2.55E+05,
UFC/mL. En los ensayos de la primera transferencia, T1_BZ220_BD220_A,
T1_BZ220_BD220_B y T1_BZ220_BD220_C, se registraron, 1.95E+06, 9.70E+06,
8.55E+05, UFC/mL, respectivamente. Ya en los ensayos de la segunda
transferencia T2_BZ245_BD245_A, T2_BZ245_BD245_B, T2_BZ245_BD245_C,
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las UFC/mL, aumentaron a 1.12E+07, 1.31E+07 y  1.23E+07, respectivamente (ver
figura 22 b).
Al igual que en  los pre-ensayos,  se puede observar que,  la biodegradación del benceno
durante la preparación de los inóculos, fue más lenta en las primeras transferencias. Esto
probablemente sea a causa de una previa adaptación de los microorganismos al medio.
Una vez adaptados, los microorganismos consiguieron multiplicarse, por esta razón en la
segunda transferencia la biomasa fue mayor y  el tiempo de biodegradación fue más
rápido. Carvalho (2014) y Cardoso (2014), durante sus investigaciones en biorremediación
de suelos contaminados con compuesto BTEX y biocombustibles respectivamente,
encontraron el mismo comportamiento [27], [30]. Según M.H. El-Naas et al (2014), se ha
demostrado en trabajos anteriores que la adaptación previa de comunidades microbianas
a un específico hidrocarburo aromático, mejora el desarrollo de la degradación en el mismo
y en diferentes hidrocarburos en ensayos posteriores a la adaptación [8]. Dependiendo del
mecanismo de adaptación predominante de los microorganismos (inducción, diauxy,
mutación y selección, transferencia horizontal de genes) se puede requerir periodos de
horas a meses en el periodo de adaptación [5].
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(a)
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Figura 22- Cuantificación de la biomasa en las culturas enriquecidas y en las transferencias 1 y 2 al final del ensayo: a)
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3.4 Ensayos de bioventilación y biorremediación
Las técnicas de bioventilación y biorremediación fueron aplicados con el objetivo de saber
cuál es más eficiente respecto al % y tiempo de limpieza (benceno) en suelos (granito y
calcáreo) contaminados con una mezcla de benceno y biodiésel. La comparación de la
eficiencia de estas dos técnicas se hizo para cada tipo de suelo y además se comparó la
eficiencia de cada técnica en los dos tipos de suelos. En el  apéndice 4 se pueden observar
los datos que fueron usados para el presente análisis.
3.4.1 Ensayo con suelo granito
Los resultados de los ensayos se mencionan a continuación:
 En el ensayo de bioventilación, cuando no hubo presencia del contaminante
biodiésel (BV_SR_BZ1_BD0), el tiempo en que la concentración de benceno en
fase gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, fue de 5 días (ver
figura 23). En este mismo periodo las concentraciones de O2 y CO2, pasaron de
19.20 a 6.70%  y de 2.07 a 11.27% respectivamente (ver figura 24 a,b).
 En el ensayo de bioventilación, cuando el nivel de contaminación de benceno fue
el doble que la del biodiésel (BV_SR_BZ1_BD05), el tiempo en que la
concentración de benceno en fase gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5
mg.L-1, fue de 15 días (ver figura 23). En este mismo periodo las concentraciones
de O2 y CO2 pasaron de 20.6 a 14.10% y de 1.11 a 5.44% (ver figura 24 a, b). La
concentración de benceno en el blanco correspondiente a este ensayo
(BV_N_SR_BZ1_BD05), pasó de 52.94 a 12.12 mg.L-1 y las concentraciones de O2
y CO2 pasaron de 20.7% a 20.3% y de 0.37% a 0.73%, respectivamente (ver figura
24 a,b).
 En el ensayo de bioventilación, cuando los niveles de contaminación fueron los
mismos (BV_SR_BZ1_BD1), el tiempo en que la concentración de benceno en fase
gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, fue de 16 días (ver figura
23). En este mismo periodo de tiempo, la concentración de O2 y CO2, pasó de 20.10
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a 10.60% y de 1.05  a 7.50% respectivamente (ver figura 24 a,b). En el blanco
(BV_N_SR_BZ1_BD1), la concentración de benceno bajó de 60.51 a 14.97 mg.L-1,
y la concentración de O2 y CO2, pasó de 20.7 a 20.4% y de 0.50 a 0.48% (ver figura
24 a,b).
 En el ensayo de biorremediación y cuando no hubo presencia del contaminante
biodiésel (B_SR_BZ01_BD0), la concentración del benceno en fase gaseosa llegó
a 11.92 mg.L-1, en 40 días (ver figura 23).
 En el ensayo de biorremediación y cuando el nivel de contaminación de benceno
fue el doble que la del biodiésel (B_SR_BZ1_BD05), el tiempo en que la
concentración de benceno en fase  gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5
mg.L-1, fue de 15 días. La concentración de benceno en el  blanco
(B_N_SR_BZ1_BD05), bajó de 71.66 a 62.55 mg.L-1, (ver figura 23).
 En el ensayo de biorremediación y cuando los niveles de contaminación fueron los
mismos (B_SR_BZ1_BD1), la concentración del benceno en fase gaseosa llegó a
8.03 mg.L-1, en 25 días, (ver figura 23). La concentración de benceno en el blanco
bajó de 66.13 a 58.83 mg.L-1.
 En los ensayos de bioventilación, BV_SR_BZ1_BD0, BV_SR_BZ1_BD05 y
BV_SR_BZ1_BD1, se registraron 7.61E+05, 2.04E+06 y 4.88E+06 UFC/g.s.s,
respectivamente. En los ensayos de biorremediación, B_SR_BZ1_BD0,
B_SR_BZ1_BD05 y B_SR_BZ1_BD1, las UFC/g.s.s, fueron de 3.36E+05,
3.95E+06 y 3.23E+06, respectivamente (ver figura 25). En los correspondientes
blancos de dichos ensayos no hubo crecimiento significativo.
 Respecto a la eficiencia final en fase gaseosa y acuosa, en los ensayos
bioventilación, BV_SR_BZ1_BD0, BV_SR_BZ1_BD05 y BV_SR_BZ1_BD1, estas
tuvieron una eficiencia de 99.58, 99.60 y 99.70 % respectivamente. En los ensayos
de biorremediación B_SR_BZ1_BD0, B_SR_BZ1_BD05 y B_SR_BZ1_BD1, la
eficiencia fue 88.76, 99.78, 92.43 % respectivamente (ver figura 26).
Según lo observado en los resultados, existe una pequeña diferencia en la eficiencia de
remediación (0.18%), pero no hubo diferencia en el tiempo de remediación entre las dos
técnicas empleadas, cuando el nivel de contaminantes de benceno es el doble que la de
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biodiésel. Sin embargo cuando los niveles de contaminantes fueron iguales, la técnica  de
bioventilación obtuvo mejores resultados, siendo la diferencia en la eficiencia de 7.27%.
En los ensayos sin presencia de biodiésel, se pudo observar una diferencia en la eficiencia
de 10.82 puntos porcentuales, así como en el tiempo de remediación  de 35 días,  entre
ambas técnicas, siendo más eficiente la técnica de bioventilación. Eso quiere decir que la
presencia de biodiésel influyó en la remediación de los suelos de una forma negativa  para
los ensayos de bioventilación y en parte una forma positiva para los ensayos de
biorremediación.
Con respecto al respirómetro, en los ensayos de bioventilación, se puede observar que
existió aquella relación inversa, como se esperaba entre el O2 y CO2, es decir la producción
de dióxido de carbono aumentó, mientras que el oxígeno disminuyó. Eso quiere decir que
la disminución de los niveles de concentración de benceno se debió verdaderamente a una
actividad biológica en los ensayos con presencia de contaminantes.
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Figura 25- Cuantificación de la biomasa al final de los ensayos de bioventilación y  biorremediación en suelo granito.
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3.4.2 Ensayo con suelo calcáreo
Los resultados de los ensayos se mencionan a continuación:
 En el ensayo de  bioventilación, cuando el nivel de contaminación  de benceno fue
el doble que la del biodiésel (BV_CL_BZ1_BD05), el tiempo en que la concentración
de benceno en fase  gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, fue de
3 días (ver figura 27). En este mismo periodo las concentración de O2 y CO2,
pasaron de 19.40 a 6%, y de 0.99% a 9.42% respectivamente (ver figura 28 a,b).
La concentración de benceno en el blanco (BV_N_CL_BZ1_BD05), bajó de 68.19
a 38.74 mg.L-1. En el blanco la concentración de O2 y CO2, pasó de 20.5 a 19.9%,
y de 0.11 a 0.47% respectivamente.
 En el ensayo de  bioventilación, cuando los niveles de contaminación fueron los
mismos (BV_CL_BZ1_BD1), el tiempo en que la concentración de benceno en fase
gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, fue de 4 días (ver figura
27). En este mismo periodo las concentraciones de O2 y CO2 pasaron de 19.50 a
4.8%, y de 1.00 a  10.42% respectivamente (ver figura 28 a,b). El blanco
correspondiente  a este ensayo (BV_N_CL_BZ1_BD1), registró descensos en la
concentración de benceno en fase gaseosa, pasando de 70.95 a 45.43 mg.L-1. En
el blanco las concentraciones de O2 y CO2 pasaron de  20.50 a 19.90%, y de 0.10
a 0.16%.
 En el ensayo de biorremediación y cuando el nivel de contaminación de benceno
fue el doble que la del biodiésel (B_CL_BZ1_BD05), el tiempo en que la
concentración de benceno en fase  gaseosa llegó a niveles menores o iguales a 0.5
mg.L-1, fue de 4 días (ver figura 27). La concentración de benceno en el blanco
(B_N_CL_BZ1_BD05) pasó de 74.33 a 61.93 mg.L-1.
 En el ensayo de biorremediación, cuando los niveles de contaminación fueron los
mismos (B_CL_BZ1_BD1) la concentración del benceno en fase gaseosa llegó a
3.39 mg.L-1, en 8 días (ver figura 27). La concentración de benceno en el blanco
(B_N_CL_BZ1_BD1), pasó de 73.97 a 58.90 mg.L-1.
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 En los ensayos de bioventilación BV_CL_BZ1_BD05 y BV_CL_BZ1_BD1, se
registraron 1.28E+07 y 1.04E+07 UFC/g.s.s respectivamente. En los ensayos de
biorremediación, B_CL_BZ1_BD05 y B_CL_BZ1_BD1, las UFC/g.s.s, fueron de
3.22E+06 y 1.09E+07, respectivamente (ver figura 29). En los correspondientes
blancos no se registraron microorganismos.
 Respecto a la eficiencia final en fase gaseosa y acuosa, en los ensayos de
bioventilación, BV_CL_BZ1_BD05 y BV_CL_BZ1_BD1, estas tuvieron una
eficiencia de 99.67 y 99.61  % respectivamente. En los ensayos de biorremediación
B_CL_BZ1_BD05 y B_CL_BZ1_BD1, la eficiencia fue de 99.67 y 97.09 %
respectivamente (ver figura 30).
Según lo observado en los resultados, no existe diferencia en la eficiencia de limpieza, pero
sí una mínima diferencia (1 día) en el tiempo de remediación entre las dos técnicas
empleadas cuando el nivel de contaminante benceno fue el doble que la de biodiésel, sin
embargo cuando los niveles de contaminantes fueron iguales, la técnica de bioventilación
fue más eficiente, siendo la diferencia de 2.52%.
Con respecto al respirómetro, en los ensayos de bioventilación, se puede observar que
existió aquella relación inversa, como se esperaba entre el O2 y CO2, es decir la producción
de dióxido de carbono aumentó, mientras que el oxígeno disminuyó. Eso quiere decir que
la disminución de los niveles de concentración de benceno se debió verdaderamente a una
actividad biológica en los ensayos con presencia de contaminantes.
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Figura 29- Cuantificación de la biomasa al final de los ensayos de bioventilación y biorremediación en suelo calcáreo.
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3.4.3 Comparación entre suelos
Respecto a la biomasa, se observó que hubo mayor número de microorganismos en los
ensayos con suelo calcáreo, excepto en  B_CL_BZ1_BD05 (ver figura 31). Los resultados
muestran que en cada uno de los ensayos la cantidad de biomasa fue suficiente para una
remediación efectiva. Según EPA (1994) y Fiuza (2009), para que la técnica de
bioventilación sea eficiente, la densidad de microorganismos presentes debe ser mayor a
1.00E+03 UFC/g.s.s. [31] [13]. En los diferentes ensayos realizados la mínima cantidad de
biomasa registrada fue de 2.04E+06. UFC/g.s.s.
Los resultados muestran que hubo diferencia considerable en el tiempo de remediación
entre los suelos granito y calcáreo con las dos técnicas empleadas. En los ensayos de
bioventilación con suelo granito, la concentración de benceno llegó a niveles menores o
iguales a 0.5 mg.L-1 en 15 y 16 días (BV_SR_BZ1_BD05 y BV_SR_BZ1_BD1), registrando
una eficiencia final de remediación en fase gaseosa y acuosa de 99.60 y 99.70 %
respectivamente, mientras que con el suelo calcáreo fue de 3 y 4 días (BV_CL_BZ1_BD05
y BV_CL_BZ1_BD1) registrándose una eficiencia de 99.67 y 99.61 % respectivamente (ver
figura 32 a,b). Carvalho (2014) y Cardoso (2014) en trabajos previos, realizados con suelos
extraídos de la misma localidad, usando concentraciones de benceno similares al presente
trabajo y misturados con otros contaminantes como tolueno, etilbenceno, xileno y butanol,
obtuvieron resultados similares en cuanto al tiempo de remediación, es decir siempre en
los ensayos con suelo granito el tiempo de remediación fue mayor al del suelo calcáreo.
En los ensayos de biorremediación con suelo granito, el ensayo B_SR_BZ1_BD05, llegó a
niveles menores o iguales a 0.5 mg.L-1, en 15 días y registró una eficiencia final en fase
gaseosa y acuosa de 99.78 %, mientras que su similar en suelo calcáreo lo hizo en 4 días
y la eficiencia fue de 99.67. Por el contrario la concentración de benceno en el ensayo
B_SR_BZ1_BD1 y su similar el ensayo B_CL_BZ1_BD1, no llegaron a los niveles de
concentración deseados (ver figura 32 a,b).
La diferencia en el tiempo de remediación entre el suelo granito y suelo calcáreo, puede
ser explicado por diferentes factores. Aunque no se han identificado a los microorganismos
presentes en los inóculos, es probable que ellos sean neutrófilos ya que los medios con los
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cuales se han preparado los inóculos fueron ajustados a un pH igual o muy cercano a 7 y
este hecho ha permitido que ellos se desenvuelvan mejor en el suelo calcáreo que por
definición son suelos alcalinos y tienen un efecto tampón [11]. De hecho los valores de pH
registrados después de los ensayos con suelo calcáreo fueron en promedio 8, mientras
que en el suelo granito fue de 5.3 (ver tabla 26 y 32, apéndice 4). El-Naas et al (2014)
afirman que, según estudios de biodegradación realizados con diferentes tipos de
bacterias, la mayoría de estas que degradaron compuestos BTEX son neutrófilos y que el
más alto grado de degradación de compuestos BTEX alcanzado se dio con un pH de 7.5,
así mismo el rango óptimo para sistemas de tratamientos biológicos es entre 6.5 a 8.0 [8].
Un factor que podría explicar dichos resultados es la falta de biodisponibilidad, y esto se
debe a una fuerte sorción a los sólidos, secuestro (encerramiento físico) por matrices de
alto peso molecular y encapsulamientos es fases insolubles o  lipofílicas,  pero es complejo
analizar este factor, para ello se necesitaría de otras investigaciones.
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Figura 32- Comparación de  la eficiencia final y tiempo de remediación en suelo granito y calcáreo: a) en fase gaseosa
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Capítulo 4. Consideraciones finales
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4.1 Conclusiones
Se midió y se comparó la eficiencia de remediación entre dos técnicas biológicas:
bioventilación y biorremediación (sin ventilación); en dos tipos de suelos, granito y calcáreo,
ambos contaminados con benceno y biodiésel.
Con respecto a la respirometría, en los ensayos de bioventilación, se pudo observar que
existió aquella relación inversa como se esperaba entre el O2 y CO2, es decir la producción
de dióxido de carbono aumentó, mientras que el oxígeno disminuyó, lo que significa que
hubo actividad biológica en los ensayos con presencia de contaminantes y eso se confirma
con una presencia elevada de biomasa y una disminución en las concentraciones de
benceno.
Los resultados mostraron que la técnica de la bioventilación fue en general más eficiente
que la biorremediación no asistida tanto en suelo granito como en el suelo calcáreo, en la
limpieza como en el tiempo de remediación. Los resultados mostraron que el tiempo de
remediación en los ensayos de bioventilación entre los suelos granito y calcáreo,
demoraron en promedio 15,5 y 3.5 días respectivamente, registrando valores similares en
cuanto a la eficiencia final de remediación en fase gaseosa y acuosa, siendo todos ellos
mayores a 99 %. En cuanto a los ensayos de biorremediación sin bioestimulación con aire,
el tiempo de remediación entre granito y calcáreo fue de 20 y 6 días respectivamente y la
eficiencia final fue mayor a 92%. Estas diferencias se deben a que en algunos ensayos de
biorremediación no se consiguió llegar a los niveles deseados de concentración del
contaminante (benceno) en fase gaseosa (0.5 mg.L-1).
Evidentemente el tipo de suelo influyó en la  biorremediación, es decir las diferencias en
cuanto a la composición mineralógica, la granulometría, así como el pH entre los suelos
granito y calcáreo hicieron que el tiempo de remediación sea diferente.
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4.2 Recomendaciones para trabajos futuros
Con la finalidad de tener una mejor explicación de los hechos o fenómenos en trabajos
similares y posteriores al presente, es recomendable lo siguiente:
 Desarrollar una metodología que permita analizar la concentración de biodiésel en
combinación con otros contaminantes.
 Realizar estudios de sorción de los contaminantes en suelos y en otras sustancias.
 Identificar a los microorganismos presentes en los inóculos y confirmar la presencia
de los mismos al final de los ensayos.
 Realizar más ensayos con otras concentraciones de contaminantes.
 Trabajar con equipos que permitan medir mayores concentraciones de CO2
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Apéndice
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Apéndice 1. Curva de calibración del benceno
















Coeficiente de determinación = 0.9986
Apéndice 2. Resultados de los ensayos de biodegradación en medio líquido
Tabla 13- Concentración de benceno en fase gaseosa, durante los ensayos de biodegradación en medio líquido.
Transferencia 1, (mg.L-1).
Ensayo T1.BZ210.Bd200 T1.BZ210.BD400 T1.BZ210.BD600 T1.BZ210.BD800
Días
1 31.56 26.27 24.82 2.34
2 19.68 22.76 22.31 2.19
3 19.22 14.56 14.39 1.43
6 14.24 0.60 0.04 0.01
7 9.63 0.26
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Tabla 14- Concentración de benceno en fase gaseosa, durante los ensayos de biodegradación en medio líquido.
Transferencia 2, (mg.L-1).
Ensayo T2.BZ210.Bd210 T2.BZ210.BD400 T2.BZ210.BD600 T2.BZ210.BD800
Días
1 0.01 16.06 16.06 6.31
2 14.78 13.30 1.92
3 0.01 0.06 0.00
Tabla 15- Cuantificación de la biomasa al final de los ensayos en medio líquido.
Ensayos T2.BZ210.BD210 T2.BZ210.BD400 T2.BZ210.BD600 T2.BZ210.BD800
Biomasa
(UFC/mL) 2.50E+08 2.78E+07 5.60E+06 6.90E+06
Apéndice 3. Resultados de la preparación del inóculo
1. Inóculo 1









1 3.89 3.16 3.72 2.89
2 0.95 2.85 3.44 2.88
3 0.49 0.45 1.22 1.29
4 0.35 0.28 0.86 0.60
5 0.30 0.02 0.31 2.18
6 0.02 0.00 0.08 0.29









1 25.36 18.90 22.77 23.70
2 0.08 11.60 2.11 0.95
3 0.02 0.01 0.41 0.00
4 0.01 0.03 0.01 0.01
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Biomasa 3.35E+08 2.95E+08 7.30E+08 1.88E+08(UFC/mL)
2. Inóculo 2
Tabla 19- Concentración de benceno en fase gaseosa, en la transferencia 1, del inóculo2 (mg.L-1).
Ensayo T1.BZ220.BD220_A T1.BZ220.BD220_B T1.BZ220.BD220_C
Días
1 30.77 34.33 33.69
2 31.15 33.92 32.77
3 28.57 29.17 27.28
4 22.83 19.14 10.21
5 19.82 13.98 3.69
6 9.94 1.06 1.02
7 7.86 0.19 0.80







Tabla 20- Concentración de benceno en fase gaseosa, en la transferencia 2, del inóculo 2 (mg.L-1).
Ensayo T2.BZ245.BD245.A T2.BZ245.BD245_B T2.BZ245.BD245_C
Días
1 27.97 29.84 33.67
2 21.45 13.12 31.44
3 16.28 2.74 22.87
4 11.43 0.07 14.64
5 3.10 3.18
6 0.10 0.04
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Tabla 21- Cuantificación de la biomasa en la cultura enriquecida y al final de la transferencia 1 y 2, del inóculo 2.
CE
Biomasa(UFC/mL) 2.55E+05
Ensayos T1.BZ220.BD220_A T1.BZ220.BD220_B T1.BZ220.BD220_C
Biomasa (UFC/mL) 1.95E+06 9.70E+06 8.55E+05
Ensayos T2.BZ245.BD245_A T2.BZ245.BD245_B T2.BZ245.BD245_C
Biomasa (UFC/mL) 1.12E+07 1.31E+07 1.23E+07
Apéndice 4. Resultados de los ensayos de bioventilación y biorremediación
1. Suelo granito











1 61.66 38.95 48.34 52.94 60.51
2 48.27 46.14 56.49 55.66 50.78
3 30.64 38.89 39.16 39.64 46.11
4 4.63 31.07 48.40 37.49 47.31
5 0.44 32.32 43.51 43.08 46.57
6 0.24 26.70 37.48 36.66 43.47
7 0.15 31.75 35.29 34.39 39.95
8 0.12 19.46 27.89 29.79 34.56
9 18.43 27.02 24.53 30.00
10 13.45 20.40 23.70 27.71
11 10.42 15.68 21.26 25.53
12 6.48 11.24 18.81 21.55
13 2.78 6.50 16.71 17.09
14 0.79 2.83 14.03 18.67
15 0.42 0.59 12.12 16.82
16 0.34 0.32 10.91 14.97
17 0.27 0.28 10.59 13.79
71Aplicación de Técnicas Biológicas en la Remediación de Suelos  Contaminados con Benceno y Biodiésel











1 73.16 66.25 66.53 71.66 66.13
2 71.49 59.03 59.03 68.75 67.17
3 69.35 47.62 59.07 63.29 57.69
4 67.55 47.67 51.36 73.00 74.50
5 63.95 46.50 43.95 68.06 78.28
6 66.10 38.66 34.80 59.92 71.14
7 64.29 35.46 16.86 57.65 69.83
8 60.85 31.46 15.62 64.34 73.69
9 64.09 26.63 14.25 65.21 73.26
10 61.64 21.85 13.24 62.98 73.61
11 71.21 15.31 11.56 64.86 72.50
12 79.74 9.71 10.84 62.31 71.82
13 81.13 4.62 9.41 74.20 73.82
14 --- 0.51 8.56 60.22 70.69
15 --- 0.23 8.67 62.55 71.27
16 53.53 0.17 8.16 58.95 67.68
17 55.58 0.24 8.46 60.02 61.87
18 53.41 8.12 57.05
19 48.17 7.98 57.29
20 47.25 8.09 57.35
21 --- 8.43 61.46
22 --- 8.44 59.29
23 32.29 7.66 60.77
24 26.26 8.16 58.26
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Días O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2
1 19.2 2.07 20.6 1.11 20.1 1.05 20.7 0.37 20.7 0.50
2 16.9 3.77 20.5 1.10 20.4 1.04 20.6 0.39 20.6 0.55
3 11.9 7.34 20.4 1.07 20.3 1.03 20.7 0.39 20.6 0.57
4 6.0 11.62 20.3 1.09 20.3 1.04 20.6 0.45 20.6 0.56
5 6.7 11.27 20.1 1.25 20.1 1.19 20.8 0.38 20.7 0.55
6 8.1 10.27 19.8 1.44 19.9 1.37 20.8 0.39 20.7 0.54
7 9.4 9.19 19.4 1.73 19.5 1.65 20.8 0.39 20.7 0.53
8 10.9 8.28 18.6 2.23 18.8 2.10 20.7 0.40 20.6 0.51
9 17.7 2.79 17.9 2.64 20.6 0.41 20.6 0.49
10 16.8 3.42 16.9 3.30 20.6 0.43 20.6 0.48
11 15.5 4.31 15.1 4.45 20.6 0.45 20.6 0.48
12 14.7 4.91 13.5 5.52 20.6 0.52 20.6 0.47
13 14.0 5.42 11.9 6.52 20.5 0.60 20.6 0.47
14 13.8 5.60 10.9 7.39 20.4 0.65 20.6 0.48
15 14.1 5.44 10.4 7.77 20.3 0.73 20.5 0.48
16 0.0 0.00 10.6 7.50 0.0 0.00 20.4 0.48























3.36E+05 3.95E+06 3.23E+06 0.00E+00 0.00E+00(UFC / g.s.s)
Tabla 26- Parámetros del suelo granito antes y después de los ensayos de bioventilación y biorremediación.
SR pH T°C %Humedad




BV_SR_BZ1_BD0 5.1 19.3 22.55
BV_SR_BZ1_BD05 5.4 19.3 20.45
BV_SR_BZ1_BD1 5.3 19.3 19.15
BV_N_SR_BZ1_BD05 5.2 19.9 20.14
BV_N_SR_BZ1_BD1 5.2 19.1 19.06
Biorremediación
B_SR_BZ1_BD0 5.2 19.0 24.03
B_SR_BZ1_BD05 5.3 19.2 20.81
B_SR_BZ1_BD1 5.5 19.2 21.80
B_N_SR_BZ1_BD05 5.2 19.9 20.15
B_N_SR_BZ1_BD1 5.0 19.3 22.54
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Msm 1.60 1.60 1.60 1.60 1.60 1.14 1.14 1.14 1.14 1.14 Kg
ρc 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 1060.00 Kg.m-3
V 1.51E-03 1.51E-03 1.51E-03 1.51E-03 1.51E-03 1.07E-03 1.07E-03 1.07E-03 1.07E-03 1.07E-03 m3
CBZ 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 mg.L-1
MBZ 316.98 316.98 316.98 316.98 316.98 225.06 225.06 225.06 225.06 225.06 mg
Fase acuosa
Vaq 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 L
Maq 0.77 0.74 0.56 21.26 26.26 14.64 0.28 9.86 76.82 72.25 mg
Fase gaseosa
Vgas 2.02 2.02 2.02 2.02 2.02 1.44 1.44 1.44 1.44 1.44 L
Cgas 0.44 0.42 0.32 12.12 14.97 11.92 0.23 8.03 62.55 58.83 mg.L-1
Mgas 0.89 0.85 0.65 24.49 30.25 17.14 0.33 11.55 89.97 84.62 mg
Total
E(g,aq) 99.58 99.60 99.70 88.57 85.88 88.76 99.78 92.43 41.01 44.52 %
E(g) 99.78 99.79 99.84 93.88 92.44 93.94 99.88 95.92 68.18 70.07 %
Msm: masa del suelo; ρc: densidad del contaminante; V: volumen de la fase sólida; CBZ: concentración inicial del contaminante; MBZ: masa inicial del
contaminante; Vaq: volumen de la fase acuosa; Maq: masa del contaminante en la fase acuosa; Vgas: volumen de la fase gaseosa; Cgas: concentración del
contaminante en la fase gaseosa; Mgas: masa del contaminante en la fase gaseosa; E(g,aq): eficiencia en fase gaseosa y acuosa; E(g): eficiencia en fase
gaseosa.
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2. Suelo calcáreo
Tabla 28- Concentración del benceno en fase gaseosa en el ensayo de bioventilación con suelo calcáreo, (mg.L-1).
Ensayo BV.CL.BZ1.BD05 BV.CL.BZ1.BD1 BV.N.CL.BZ1.BD05 BV.N.CL.BZ1.BD1
Días
1 56.30 65.83 68.19 70.95
2 33.63 45.85 52.97 57.00
3 0.38 0.79 38.74 52.25
4 0.26 0.46 32.93 45.43
5 0.18 0.27 29.93 44.54
Tabla 29- Concentración de benceno en fase gaseosa en el ensayo de biorremediación con suelo calcáreo, (mg.L-1).
Ensayo B.CL.BZ1.BD05 B.CL.BZ1.BD1 B.N.CL.BZ1.BD05 B.N.CL.BZ1.BD1
Días
1 61.37 69.27 74.33 73.97
2 39.01 41.84 67.52 73.07
3 0.55 3.99 62.08 69.78
4 0.39 3.15 61.93 68.37
5 0.27 3.48 61.08 68.86
6 0.06 3.62 64.73 61.29
7 0.00 3.72 0.00 61.26
8 0.00 3.39 0.00 58.90
Tabla 30- Concentración de O2 y CO2, durante el ensayo de bioventilación con suelo calcáreo, (%).
Ensayo BV.CL.BZ1.BD05 BV.CL.BZ1.BD1 BV.N.CL.BZ1.BD05 BV.N.CL.BZ1.BD1
Días O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2
1 19.40 0.99 19.5 1.00 20.50 0.11 20.50 0.10
2 12.90 4.82 13.6 4.41 20.10 0.26 20.20 0.12
3 6.00 9.42 4.2 10.95 19.90 0.47 20.00 0.16
4 8.40 8.52 4.8 10.42 19.90 0.46 19.90 0.16
5 9.00 7.38 5.8 9.65 19.80 0.44 19.60 0.16
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1.28E+07 1.04E+07 1.97E+07 0.00E+00
(UFC / g.s.s)
Ensayo B.CL.BZ1.BD05 B.CL.BZ1.BD1 B.N.CL.BZ1.BD05 B.N.CL.BZ1.BD1
Biomasa
3.22E+06 1.09E+07 0.00E+00 0.00E+00
(UFC / g.s.s)
Tabla 32- Parámetros del suelo calcáreo antes y después de los ensayos de bioventilación y biorremediación.







BV_CL_BZ1_BD05 7.9 23 12.64
BV_CL_BZ1_BD1 8.1 23 13.79
BV_N_CL_BZ1_BD05 8.1 23 10.50
BV_N_CL_BZ1_BD1 8.0 23 10.44
Biorremediación
B_CL_BZ1_BD05 7.9 23 11.20
B_CL_BZ1_BD1 8.0 23 11.00
B_N_CL_BZ1_BD05 8.0 23 10.10
B_N_CL_BZ1_BD1 8.0 23 10.08
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Msm 1.80 1.80 1.80 1.80 1.28 1.28 1.28 1.28 Kg
ρc 1530.00 1530.00 1530.00 1530.00 1530.00 1530.00 1530.00 1530.00 Kg.m-3
V 1.18E-03 1.18E-03 1.18E-03 1.18E-03 8.37E-04 8.37E-04 8.37E-04 8.37E-04 m3
CBZ 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 210.00 mg.L-1
MBZ 247.06 247.06 247.06 247.06 175.69 175.69 175.69 175.69 mg
Fase acuosa
Vaq 0.20 0.20 0.20 0.20 0.14 0.14 0.14 0.14 L
Maq 0.33 0.40 33.98 39.85 0.24 2.08 38.03 36.17 mg
Fase gaseosa
Vgas 2.55 2.55 2.55 2.55 1.81 1.81 1.81 1.81 L
Cgas 0.38 0.46 38.74 45.43 0.39 3.39 61.93 58.90 mg.L-1
Mgas 0.97 1.17 98.92 116.01 0.71 6.15 112.30 106.81 mg
Total
E(g,aq) 99.67 99.61 66.79 61.06 99.67 97.09 46.83 49.43 %
E(g) 99.76 99.71 75.28 71.01 99.75 97.83 60.28 62.22 %
Msm: masa del suelo; ρc: densidad del contaminante; V: volumen de la fase sólida; CBZ: concentración inicial del contaminante; MBZ: masa inicial del
contaminante; Vaq: volumen de la fase acuosa; Maq: masa del contaminante en la fase acuosa; Vgas: volumen de la fase gaseosa; Cgas: concentración del
contaminante en la fase gaseosa; Mgas: masa del contaminante en la fase gaseosa; E(g,aq): eficiencia en fase gaseosa y acuosa; E(g): eficiencia en fase
gaseosa.
